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RESUMEN

Se describen los pasos a seguir en la electroforesis sobre gel de almidon, que incluyen
la manipulacion de las muestras, la obtencion de los extractos, la elaboracion de los
geles, la migracion de las proteinas, el corte y la coloracion de los geles. Se enumeran
los principales sistemas enzimaticos que se han comprobado efectivos en el revelado y
lacoloracién de los geles con extractos de proteinas de la vieira del Mediterraneo, Pecten
jacobaeus. Se ha estudiado la variabilidad genética de una poblacién de vieira mediante
seis sistemas enzimaticos que proporcionaron diez loci, dos monomorfos y ocho
polimorfos. En éstos el humero medio de alelos fue de 3,3y el indice de heterozigosidad
de 0,284.

ABSTRACT

The steps to do the electrophoresis on starch gels are described, including samples
manipulation, enzymatic extract obtaining, gels preparation, proteins migration and gels
cutting and staining systems. Most important enzymatic systems proved succesfully
with a scallop population from the Mediterranean sea, Pecten jacobaeus, are described.
The genetic variability of a scallop population was studied at six enzymatic systems that
gave ten loci, two of these loci are monomorphic and eight polymorphic. An average of
3.3 alleles and an average heterozygosity of 0.284 are obtained from polymorphic loci.

INTRODUCCION

En este trabajo describimos la técnica de la
electroforesis sobre gel de almidon aplicada al
estudio de 1a genética de poblaciones de moluscos,
basandonos en los primeros resultados sobre la
variabilidad genética observada en Pecten jaco-

baeus L. con seis sistemas enzimdticos. La técnica
de la electroforesis de las protcinas se ha utilizado
para conocer ¢l polimorfismo bioquimico y la
variabilidad genética de diversas especies de plan-
tas y animales, sin embargo, de la descripcion
detallada de la metodologia sélo se conocen los
trabajos de BECKMAN y JOHNSON (1964), SAAVEDRA,
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MALVIDO, SANTOS, ZAPATA, GUERRA Y ALvarez
(1987) y PASTEUR, PASTEUR, BONHOMME, CATALAN
y BrirroN-DavIDIAN (1987). Por otro lado, Staw y
Prasap (1970) exponen una recopilacion de rece-
tas para la coloracion de los geles, asi como los
tampones para los clectrodos y los geles de cada
enzima.

Técnica de la electroforesis

La clectroforesis sobre gel consiste en situar
extractos de tejido (misculo aductor y glandula
digestiva) en un soporte de almidén o de poliacri-
lamida, y someter este gel a un campo eléctrico
durante varias horas. Las proteinas del tejidomigran
en el gel hacia el dnodo a una velocidad que
depende del peso molecular de la proteina.

El gel se prepara disolviendo 44 g de almidén de
patata en 400 ml dc tampoén, se calienta a la llama
hasta su ebullicion, se desgasificay se vicrte sobre
un molde. Se deja enfriar hasta el dia siguicnte.

Pequefios rectingulos de papel de filtro What-
man n® 3 de 0,3 x 1 cm se mojan en ¢l extracto de
tejido y se introducen en una ranura practicada cn
el gel, dondc también se han depositado unas gotas
de azul dc bromofenol que migra mds rdpido que
el resto de las proteinas.

Después de una preelectroforesis de 15 minutos
a 100 voltios y unos 30 mA, el gel se sometc a un
campo eléctrico de 90 mA y unos 240 voltios,
durante unas 3 a 6 horas, dependiendo del pH del
tampdn utilizado.

El aparato dc clectroforesis consta de dos cube-
tas que conticnen una solucién tamponada; los
electrodos, de hilo de platino soldado a un tubo de
metacrilato, que quedan sumergidos cn las cube-

tas; el gel de almidén que permanece en contacto
con las soluciones tamponadas mediante dos es-
ponjas embebidas en el tampdn; papel de celofan
transparente que cubre el gel y 1as esponjas y aisla
eléctricamente el montaje.

Lapiezade gelde 10 mm de grosor se sitia sobre
una plancha dec metacrilato transparente con bor-
des de 2 mm, sc¢ cubre con un cristal y se pasa
rapidamente un arco de metacrilato con una cuerda
de guitarra “mi” bicn tensa, que sirve de cuchilla.

La parte superior del gel, de un grosor de 8 mm,
se separay lalonchainferiorde2 mm sellevaauna
cubeta de vidrio para su coloracién. La operacion
sc repite varias veces obteniendo 4 6 5 lonchas de
2 mm del mismo gel, que podrdn colorearse con 4
6 5 sistemas enzimdticos. Generalmente la loncha
superior sc¢ desecha.

En la coloracion de los geles se utilizan dos tipos
de colorantes: las sales de diazonio, como el Fast
Gamct GBC y ¢l Fast Blue BB y las sales de
tetrazolio, como ¢l metil tiazolil tetrazolio (MTT)
y el nitroblue tetrazolio (NBT).

La interpretacion genética de los zimogramas se
basa en varios factores: ¢l nimero de locus, el
ndmcro de alclos, la separacion de los alelos y la
estructura cuaternaria del enzima (mondémero,
dimero o tetrdmero).

MATERIAL Y METODOS

La vieira del Mediterranco, P. jacobaeus, sc
distribuye por todas las costas mediterraneas en
fondos de arcna y fango cntre 40 y 80 m de
profundidad. Los individuos para este estudio se
obtuvieron mediante pescas al arrastre en una zona
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Fig.1. Mapa mostrando en sombreado la zona de muestreo. CS, Castellén; O, Oropesa del Mar; P, Peniscola. La

barra horizontal representa dos millas marinas.
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delimitada frente a la costa de Oropesa (Caste-
116n), en fondos de fango y cascajo entre 65y 75 m
de profundidad (Fig. 1).

Los animales se trasladaron al IATS donde se
dejaron en agua de mar durante unas 14 horas,
antes de ser sacrificados, se limpiaron, midieron y
pesaron. Los extractos del misculo aductor y de la
glandula digestiva se homogeneizaron y centrifu-
garon a 14.000 rpm, en la solucién tampdn descrita
por DWIONO, MORAGA, LE PENNEC y MONNAT (1989)
(Tris 0,01 M, EDTA 1,27 mM, NADP 0,03 mM;
pH 6,8). El sobrenadante se conservd a -70° C,
para luego someterlo a la electroforesis en geles de
almidén de patata Sigma al 11 % .

Se han ensayado 6 enzimas que vienen codifica-
dos por la abreviatura y el nimero de la Enzyme
Commission, a saber: aspartato aminotransfcrasa
(Aat, E.C. 2.6.1.1.), leucin aminopcptidasa (Lap,
E.C.3.4.1.1.), malato deshidrogenasa (Mdh, E.C.
1.1.1.37), enzima mdlico (Me, E.C. 1.1.1.40),
manosa fosfato isomerasa (Mpi, E.C. 5.3.1.8.) y
sorbitol deshidrogenasa (Sdh,E.C.1.1.1.14),cuyas
férmulas se describen a continuacion:

Aat: Tris-A, 80 ml; acido L-aspdrtico, 200 mg;
acido o-cetoglutirico, 100 mg; piridoxal-5-fosfa-
to, 10 mg. Incubar el gel a temperatura ambiente
durante 30 minutos, luego aiadir 100 mg de Fast
Blue BB. El Tris-A se compone de 24,2 g de Tris,
0,4 gde EDTA y secompleta hastael litroconagua
destilada. Se ajusta a pH 8.

Lap: Tris-Maleato-NaOH, 90 ml; L-leucil-8-
naftilamida, 20 mg; MgClL, 0,5 M, 1 ml; MnCl, 0,1
M, 1 ml. Incubar a 37° C durante 30 minutos, luego
anadir 60 mg de Fast Garnet GBC salt. EI Tris-
Maleato se prepara disolviendo 24,2 g de Tris y
23.2 gde Maleatoen un litrode agua. Se toman 250
ml y se mezclan con 26 ml de Na OH 1M y se
completa hasta el litro con agua destilada. Se
ajusta a pH 6.

Mdh: Tris-A, 10 ml; dcido mdlico 2 M, 3 ml;
MgCl,0,5M, 0,2 ml; NAD 1%, 1,5 ml; NBT 1%,
0,7ml; MTT 1%,0,7 ml; PMS 1%, 0,3 ml; agarosa
1,5%, 10 ml. Dejar incubar a 37° C.

Me: Tris-A, 10 ml; 4cido mdlico 2 M, 1 ml;
MgCl,0,5M, 1,5ml; NADP 1%, 0,1 mI; NBT 1%,
0,2ml; MTT 1%,0,2 ml; PMS 1%,0,1 ml; agarosa
1,5%, 10 ml. Dejar incubar a 37° C.

Mpi: Tris-A, 10 ml; D-manosa-6-fosfato, 20
mg; piruvato monosddico, 20 mg; NAD 1%, 1 ml;
NADP 1%, 0,5 ml; MgClL, 0,5 M, 1 ml; MTT 1%,

1 ml; PMS 1%, 0,25 ml; glucosa-fosfato isomera-
sa, 15 pl; glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 6 pl;
agarosa 1,5%, 10 ml. Incubar a 37° C.

Sdh: Tris-A, 70 ml; sorbitol, 500 mg; MgCl, 0,5
M, 0,5 ml; NAD 1%, 4 ml; NBT 1%, 2 ml; MTT
1%, 0,6 ml; PMS 1%, 1 ml. Incubar a 37° C en la
oscuridad.

Cada locus estd simbolizado por una abrevia-
cién codificada del sistcma enzimdtico. Si éste
ticne varios loci, estos s¢ numeran segin la velo-
cidad de migracion de sus alelos, siendo el locus 1
el que ha migrado mas lejos. Dentro de cada locus
el alelo méds comin se denomina “100”, los demds
alelos sc clasifican segiin su movilidad electrofo-
rética relativa (MER) con respecto al alelo 100.

En Aat sc utilizaron los tampones TC 8, TC 6,7
y Poulik, descritos por Pasteur et al. (1987),
mientras que cn ¢l resto de enzimas se usaron los
tamponcs TC 6,7 y TC 8, excepto en Sdh en que
s6lo se cnsayd el TC 6,7 (Tabla I). Los geles se
cortaron y se tificron scgin las férmulas descritas
por HUELVAN (1985) y PASTEUR ef al. (1987).

Se ha utilizado el test de chi cuadrado para
estimar si las frecuencias genotipicas observadas
siguen el equilibrio de Hardy-Weinberg en los
diez loci estudiados.

RESULTADOS

En los 6 sistemas enzimaticos ensayados con el
masculo aductor y la gliandula digestiva de las
vieiras, s¢ detectaron un total de 10 loci (Tabla IT),
de los cuales 8 eran polimorfos (Aat-1, Lap-1,
Lap-2, Mdh-2, Mc-1, Mc-2, Mpi y Sdh) y dos
monomorfos (Aat-2 y Mdh-1).

En la Tabla I11 se exponen las frecuencias aléli-
cas de los 10 loci estudiados segin la movilidad .
electroforética relativa (MER). La relacion entre
el grado de heterozigosidad observada (Ho) y la
calculada (Hc) nos proporcionacl grado de desvia-
cién (D) que indica el cxceso o déficit en heteroci-
gotos, segiin si el signo es positivo o negativo. Asi,
s6lo en el locus Mdh-2 se ha cncontrado un cxceso
de heterocigotos, en el resto de loci hay un marca-
dodéficiten heterocigotos, especialmente en Lap-
2, Mc-2 y Lap-1. NEA es el nimero efectivo de
alelos para cada locus.

La tasa de polimorfismo de la poblacién de P.
Jacobaeus fue del 80% y ¢l nimero medio de
alelos de 3,3. El indicc de heterozigosidad o de
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TABLA I. Férmulas de los tres tampones utilizados.

Tampén pH Rcactivos
TC-8 Electrodo 8,0 0,62 M Tris + 0,14 M Ac. cilrico
TC-8 Gel 8,0 30 ml tamp6n clect. + 900 ml agua
TC-6,3 Electrodo 6,3 0,22 M Tris + 0,08 M Ac. citrico
TC-6,7 Gel 6,7 0,008 M Tris + 0,003 M Ac. citrico
Poulik Electrodo 8,2 0,3 M H, BO, + 0,06 M NaOH
Poulik Gel 8,7 0,07 M Tris + 0,005 M Ac. citrico

TABLA II. Lista de los sistecmas enzimdticos estudiados. MA: miisculo aductor, GD: gldndula

digestiva.
Extracto Tampon de Locus
Enzima tcjido migracion enzimaticos Polimorfismo
Aat MA, GD TC 8, TC 6,7 Aat-1 monomorfo
Poulik Aat-2 polimorfo
Lap MA, GD TC 8, TC 6,7 Lap-1 polimorfo
Lap-2 polimorfo
Mdh MA, GD TC 8, TC6,7 Mdh-1 monomorfo
Mdh-2 polimorfo
Me MA TC 8, TC 6,7 Me-1 polimorfo
Me-2 polimorfo
Mpi MA TC 8, TC 6,7 Mpi polimorfo
Sdh MA, GD TC 6,7/6,3 Sdh polimorfo
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TABLA III. Frecuencias alélicas de los 10 loci estudiados en P. jacobaeus.

PENA ET AL.: GENETICA POBLACIONES P. JACOBAEUS

LOCUS N MER FRECU. | Ho Hc X2 NEA D
ALELICA

105 067

Aat-1 30 100 ,833 ,267 ,291 1,15 14 -0,082
90 ,100
Aat-2 37 100 1
106 057
103 014

Lap-1 35 100 743 ,286 430 | 2349 1.8 -0,335
97 057
94 ,100
90 ,029
105 444

Lap-2 27 100 A81 ,222 572 | 17,20 23 -0,612
95 ,019
90 056
Mdh-1 37 100 1
110 027

Mdh-2 37 100 973 ,054 052 0,03 1,1 0,029
105 ,054

Me-1 37 100 ,851 ,243 ,266 8,83 14 -0,086
95 ,081
90 ,014
110 ,014
105 ,189

Me-2 37 100 ,703 243 465 | 32,57 1.9 -0,477
95 054
90 ,040
96 ,007
105 014
104 257

Mpi 35 100 715 400 424 1,05 1,7 -0,057
96 014
120 ,155

Sdh 29 100 ,193 ,276 ,344 322 1,5 -0,199
052
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diversidad genéticamedia fue de 0,284 y latasa de
heterozigosidad obscrvada de 0,199.

La ley de equilibrio dc Hardy-Weinberg se
cumple para los loci Aat-1, Mdh-2, Me-1, Mpi y
Sdh.

CONCLUSIONES

En P. jacobaeus solo se conoce cl trabajo de
HueLvAN (1985) donde compara la variabilidad
genética de una poblacion natural de Scte (Fran-
cia) con otras de Pecten maximus L. dc Bretafia e
Irlanda.

Dc los 9 loci ensayados por Huclvan, sélo 3
coinciden con ¢l presente trabajo: Me-1, Me-2 y
Mdh-2. En este altimo locus encontré que era
monomorfo, mientras que nosotros hemos dctec-
tado el alelo Mdh!*°con una frecuencia del 0,027.
Ellocus Mc-1 también era monomorfo en la pobla-
cioénde Séte, micntras que en la de Oropesa encon-
tramos 4 alclos con una movilidad electroforética
relativa de 105, 100, 95 y 90, correspondiendo al
alelo Me**una frecuencia de 0,851, lo que indica
una gran variabilidad genéticarespecto a la pobla-
cion francesa. El locus Me-2 es polimorfo en
ambas poblaciones y con 5 alelos en cada una, sin
embargo, la movilidad relativa coincide s6lo en 3
alelos: 105, 100y 90.

La significativa difcrencia en helerozigotos
encontrada cn el locus Lap también se ha descrito
para P. maximus (BEAUMONT, GOSLING, BEVEDIDGE,
Bupp y BURNELL, 1985), asi como el incumpli-
miento de la ley del equilibrio de Hardy-Weinberg
para este locus.

La elevada tasa de polimorfismo de P. jaco-
baeus (80 %) ¢s comparable a la descrita por
BEAUMONT y BEVERIDGE (1984) en P. maximus y
Chlamys distorta 'y C. varia con valores del 72 %.
La heterozigosidad obscrvada en Peclen jaco-
baeus (0,199) es similar a la detectada por BEAU-
MONT y BEVERIDGE (1984) en P. maximus (0,215) y
bastante inferior a la resefiada por HUELvAN (1985)
en P. jacobaeus (0,251). Todos estos valores indi-
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can que ¢ste bivalvo es una especic con una gran
variabilidad genética y puede colonizar diversos
medios.
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